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(57) Abstract 



A culture medium for avian totipotcntial embryonic cells comprising an avian cell culture medium is disclosed. The culture medium 
is characterised in that it comprises elements complementary to said avian cell culture medium, the complementary clcmente being selected 
from the group which comprises cytokines, fibroblast growth factors, insulin-like growth factors and stem cell growth factors, and in that it 
is substantially free of active retinoic acid. A method for culturing avian totipotcntial embryonic cells, and the resulting products, are also 
disclosed. 



(57) Abr^^ 

La pr6sente invention conceme un milieu dc culture de cellules embryonnaires totipotentes aviaires du type comportant un milieu de 
culture pour cellules aviaires, caract6ris6 en cc quMl comporte des 61dments comptemcntaires dudit milieu de culture pour cellules aviaires, 
lesdits ti6ments compl^mentaires 6tant choisis dans le groupe comprenant: les cytokines, les facteurs dc croissance des fibroblastes, les 
factcurs de croissance analogues de Tinsuline, les facteuis dc croissance des cellules souches, ct en cc quMl est substantiellement d6pourvu 
d'acide r6tino¥que actif. EIlc conceme dgalement un proc^dd de culture de cellules embiyonnaires totipotentes aviaires et les produits 
pouvant ttrt obtenus par ce proc^6. 
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MILIEU DE CULTURE DE CELLULES EMBRYONMAIRES TOTIPOTEMTES AVIAIRES, 
DEPOURVU D^ACIDE RETINOIQUE ACTIF 



5 La pr6sente invention se rapporte k Tobtention de cellules ES 

d'oiseau, en particulier k un proc6d6 de culture et h un milieu permettant 
la culture de ces cellules. 

En effet, dans le cadre de la mise au point de technique de 
production de prot6ines recombinantes, le developpement d*une technique 
10 de transgenese chez les oiseaux domestiques aura des retombees 
economiques extremement importantes dans deux applications majeures: 

- 1. le developpement de souches aviaires presentant des caracteres 
genetiques determines (resistance a certaines maladies, performances de 
croissance, etc) 

15 - 2. le developpement de systdmes de production de proteines 

recombinantes dans Talbumcn de Toeuf, 

L'industrie biotechnologique s'interesse de plus en plus a la 

possibilite de produire des proteines d'interet dans des fluides biologiques 

ou des organismes (sang, lait, plantes, ...). La production de tellcs proteines 
20 dans Poeuf d'oiseau domcstique constituera ceriaincment dans ceiie voie 

unc avancee technologiquc majeure pour plusicurs raisons: 

- de nombreuscs proteines de mammiferes nc pcuveni ctrc 
produitcs en systemc mammifere car leur surabondance dans ces 
organismes presente des effeis deleteres (excmplc: Terythropoietine qui 

25 chez le lapin induit des hyperglobulincmies pathologiques). Beaucoup de 
ces proteines d'interet ne presentent pas d'activite croisee avcc celles des 
oiseaux, autorisant ainsi leur surproduction dans un organisme aviaire 
sans effet pathologique majeur; 

- il est tres vraisemblable que la commercialisation de proteines 
30 recombinantes produitcs chez des mammiferes so hcurtera a des 

problemes sanitaires lies u la presence chez cette esp6ces d'organismes 
latents potentiellemeni paihogdnes pour I'llomme (lentivirus, prions,.,.). 
Ce risque est tres minime, pour ne pas dire quasimeni inexistani, pour des 
agents pathogenes des oiseaux domestiques; 

35 
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- Toeuf constiiue un "tissu" tres dense en un petit nombre de 
proteines. Par exemple la proteine majeure de I'oeuf d'oiseau, Tovalbumine 
represente 54 % des proteines du blanc d'oeuf, soit un poids sec moyen par 
oeuf de 2 grammes de matiere seche environ. On peui raisonablement 
5 imaginer produire par oeuf au moins 10% de cette masse en proteine 
recombinante. La rentabiliie economique apparait tres grande si Ton 
considfere qu'une poule pond en moyenne 2 oeufs tous les trois jours, et 
cette rentabilite apparait tres superieure a celle de grands mammiferes si 
I'on considere les couts d'eievage bien moindres des oiseaux domestiques. 

10 La realisation d'oiseaux transgeniques est possible actuellement 

avec un cout extremement eleve i cause de sa tres faible efficacite. En 
effei chez les oiseaux la technique de microinjection d'ADN dans Toeuf est 
quasiment impossible. D'autre pan Tutilisation du systeme des retrovirus 
vecteurs, le seul syteme efficace a cc jour, resie complexe ei se heuriera 

15 certainement a une reticence de la pan des indusiriels pour des raisons 
saniiaires. 

Une avancee tres imporiante a la realisation d'animaux 
transgeniques a eie apportec chez la souris par Ic developpement de la 
technologic des cellules ES. 

20 Les cellules ES (pour Embryonic Stem cells) soni des cellules 

cmbryonnaires totipotcnies- capablcs dc regcnercr tous les tissus dc 
Pembryon, y compris Ic tissu germinal, aprcs Icur injection dans des 
embryons tres precoccs. Ces cellules pcuvent done cire considerees comme 
des chevaux de Troic pour introduire dc nouvclles informations 

25 genetiques dans le patrimoine genetiquc d'un animal. La possibilite de 
cultiver ces cellules a long terme in vitro, offre la possibilite d'exercer de 
nombreux controles avant leur implantation in vivo, D'autre part ces 
cellules peuvent etre conservees de fagon illimitec dans Tazote liquide, ce 
qui constitue une possibilite de stockage d'un patrimoine genetique. 

30 L'utilisation de cellules ES constitue aujourdhui chez les oiseaux 

domestiques la voie la plus promettcuse pour la realisation efficace 
d^animaux transgeniques. 
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Des travaux recents d'un groupe canadien (R. Etches la station de 
Guelph) ont sugg^re que des cellules ES doivent exister dans Tembryon 
d'oiseau (Petitte et aL, 1990). Ce groupe a reussi la transplantation de telles 
cellules dans des embryons, ei par suite, la production d'animaux dont le 
5 patrimoine gen6tique est deriv6 des cellules greffees. Cependant k ce jour 
la culture de ces cellules in vitro n'a pas pu etre r^ussie ; par consequent 
ces cellules n'ont pas pu etre utiiisees pour transferer de fagon stable un 
transgene. C'est la un blocagc majeur a Sexploitation de la technologic des 
cellules ES chez les oiseaux. Les cellules ES peuvent etre caracterisees par 
10 trois types de criteres essentiels : 

- morphologie 

- activite phosphatase alcaline endogene 

- reaction avec des anticorps specifiques d'un etat de lotipotence (ECMA-7. 
SSEA-1 et SSEA-3 noiamment). 

15 Aucune culture de cellules ES identifiees par Tensemble de ces 

caracteristiques n'a pu cire obtenue a ce jour. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objei un milieu de 
culture de cellules cmbryonnaires totipotentes aviaires du type 
comportant un milieu de culture pour cellules aviaires, caracterise en ce 

20 qu'il comporte des elcmenis complementaires dudit milieu de culture pour 
cellules aviaires. lesdiis elements complementaires ciani choisis dans Ic 
groupe comprenani : les cytokines, les facteurs de croissance des 
fibroblasies, les facteurs de croissance analogue de Tinsulinc, les facteurs 
dc croissance des cellules souches, 

25 et en ce qu'il est substantiellemcnt d^pourvu d'acide retinoique actif. 

De maniere avaniageuse^ Tacidc retinoique est substantiellemeni 
inactive par des anticorps anti-acide retinoique (ARMA) presents dans le 
milieu. 

En effet, les milieux employes contiennent souvent du serum, dont 
30 on nc peut controler la quaniitc endogene d'acidc retinoique. En testant 
I'effct de Tincorporation au milieu de culture d'un anticorps monoclonal 
anti-acide retinoique qui ncutraliserait Taction de cc dernier, sur la 
differenciation des cellules, la Demanderesse a constate que la presence dc 
cet anticorps accroit la presence dans les cultures de cellules et colonics a 
35 activite phosphatase alcaline. 
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La cytokine peut notamment etre choisie parmi le LIF, IL-11, IL-6, 
CNTF et oncostatine M (OSM) ; de maniere avantageuse les cytokines 
pr^sentes dans le milieu de culture decrit precedemment, comprennent au 
moins une cytokine choisie dans le groupe constitue de LIP, IHl, IL-6, et 
5 leurs diff^rents m61anges, qui donnent les meilleurs r6sultats de 
stimulation de croissance. 

De preference, le facteur de croissance des fibroblastes est le b- FGF 
(ou basic Fibroblast Growth Factor) et le facteur de croissance analogue de 
Tinsuline est l'IFG-1. 
10 Le facteur- de croissance des cellules souches .(ou SCF) est de 

preference I'a-SCF (ou avian Stem Cell Factor) et le m-SCF (ou murine Stem 
Cell Factor). 

L'un des aspects preferes de I'invention concernc un milieu de 
culture qui contieni, outre les elements nutriiifs de base necessaires a la 

15 croissance de cellules, une combinaison de b-FGF, SCF et LIF. En outre, la 
presence dans le milieu d'un anticorps monoclonal ncutralisant Tactivite 
de differenciation exercee par I'acide retinoiquc augmente le nombre de 
cellules souches embryogenes totipotentes. 

La presence d'un tapis de cellules nourricicres favorise la 

20 croissance de cellules ES aviaircs. Divers types de cellules connues dc 
Thomme du metier peuvcnt.ctre utilisees ; on pout citcr en particulicr des 
cellules telles que les cellules STO, traiiees a la mitomycine ou irradiees» les 
cellules BRL-3A, les cellules LMIl, les cellules QJ6 et cellules QT6 modifiees 
telles que les cellules QT6 Isolde, les cellules differenciees etablies en 

25 lignee a partir des cultures de cellules souches cmbryonnaires induites a 
differencier. 

Les cellules STO sont des fibroblastes d'embryons de souris 
(catalogue ATCC) ; les cellules BRL-3A (catalogue ATCC) sont des cellules de 
foie de "Buffalo rat liver", Les cellules QT6 (catalogue ATCC) et cellules QJ6 
30 modifiees telles que les cellules QJ6 Isolde sont des fibroblastes de caille 
(Cosset et coL, 1990. J. Virol. 64. 10170-1078) ct les cellules LMII 
proviennent de carcinomc dc foie de poulei (Kawagucchi et col., 1987, 
Cancer Res.. 47, 4460-4464). 

Le milieu de culture contient en outre differents elements nutritifs 
35 essentiels et des antibiotiqucs. 
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10 



15 



Un milieu de culture particulieremeni adapte k la presente 
invention poss6de la composition suivante : 
BHK-21 



Serum foetal de bovin 
Serum de poulet 
Conalbumine 

Acides' amines non esscntiels 
Pyruvate de sodium 
Nucleosides stock 
Hepes(lM) 
p-mercaptoethanol 
Penicilline 
Streptomycine 
Gentamycine 



Additifs : 



10% 
2% 

20 ng/ml 
1% 
1 mM 
1% 

10 mM 
0.2 mM 
100 U/ml 
lOOMg/ml 
10 ng/ml 



Final 



20 



25 



30 



bFGF 
a-SCF 

icr-i 

LIF 



lL-6 
IL-11 



de 1 a 20 ng/ml 

de 0.5% a 2% x ol/vol 

de 5 a 50 ng/ml 

de 1000 a 5000 U/ml de forme puriricc soil environ de 0.1% a 
2% vol/vol de surnagcant dc culture de cellules COS 
transfectees 

de 5 a 50 ng/ml (environ de 0.1% a 2% vol/vol de surnageant 
de culture de cellules COS transfectees) 
de 5 a 50 ng/ml (environ de 0,1% a 2% vol/vol de surnageant 
de culture de cellules COS transfectees) 



De maniere avantagcuse la concentration cn bFGF est supcrieure a 5 
mg/ml et la concentration cn IGF-1 csl supcrieure a 10 ng/ml. 
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6 



avec le stock de nucleosides constitu^ du melange : 



5 



adenosine 80 mg 

guanosine 85 mg 

cytidine 73 mg 

uridine 73 mg 

thymidine 24 mg 

H2O 100 ml 



et SN de Cos representani un surnageant de culture de cellules COS-7 
10 iransfeciees en expression transitoire avec un vecreur d'expression du 
cDNA du facieur consid6re, 

et convient h la culture de cellules embryonnaires lotipotentes d'oiseau. 

Le milieu BHK21 (ou milieu MEM) est un milieu de culture qui a etc 
decrit notamment par Mc Pherson. 1., et Stoker (1962, Virology 16, 147), 
15 Hepes est de rhydroxy-ethyl-pip<^razine-cthane-sulfonate. 

Selon un autre aspect, Tinvention a pour objet un precede de 
culture de cellules embryonnaires lotipotentes aviaires (ou cellules ES 
aviaires), caracterise en ce que : 

a) on met en suspension des cellules provenant de disques 
20 blastodermiques d'oeufs fccondes dans un milieu dc culture pour 



cellules aviaires comprcnani cn outre au moins un compose choisi 
parmi les cytokines, Ics factcurs dc croissance dcs fibroblastes, les 
facteurs de croissance analogue dc Tinsuline, Ics facteurs de croissance 
des cellules souchcs, ci dans lequel I'acidc rctinoique est 



b) on ensemence un tapis de cellules nourricieres ou une boite de culture 
gelatinee avec la suspension obtenuc a Tissue de Tetape a), 

c) on met les cellules a incuber pendant une duree determinee. 

d) les cellules en culture sont prelevees et purifiees afin de recuperer des 



De preference, entrc Ics ctapes c) et d) on effeciue une ou plusieurs 
additions echelonnees dans le temps, de milieu ncuf identique a cclui 
utilise dans I'etape a). 



25 



substantiellement inactive, 



30 



cellules ES d'oiseau. 
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Dans un de ses modes de mise en oeuvre, au cours de I'^tape c), on 
effectue un reensemencemeni du milieu par une suspension de cellules 
identique k la suspension prepar^e k I'^tape a). 

Le milieu de I'^tape a) contient de preference les 616menis suivants: 
5 b-FGF, a-SCF, IGF-1, LIF, IL-11, IL-6 et anticorps anti-acide r^tinoique. 
Selon Tun des aspects de invention, il contient en outre les composes 
suivants : 

. Serum foetal de bovin 
10 . Serum de poulet 
. Conalbumine 

• Acides amines non essentiels 
. Pyruvate de sodium 
. Stock de nucleosides 
15 . Hepes(lM) 

. ^-mercaptoethanol 
. Penicilline 
. Streptomycine 
. Geniamycine 

20 

avec le stock de nucleosidcs.constituc du melange : 

adenosine, guanosine, cyiidine, uridine et thymidine en solution aqueuse. 

De maniere facultative, au cours du procede selon Tinvention, on 
effectue entre les etapes c) et d) Taddition de milieu neuf au 3eme jour 
25 puis le milieu est change tous les jours jusqu'au prochain repiquage. 

L'6tape d) peut notamment etre effectuee par traitement 
enzymatique, lavage dans un milieu ne contenant pas de facteur de 
croissance et centrifugation. 

On peut recueillir directement les cultures primaires de cellules, qui 
30 seront ensuite congelecs, ou bien realiser des cultures secondaires 
successives a partir des cellules de la culture primairc. Dans ce cas, a 
Tissue de Tetape d). on effeciuc une etape e) dans laqucllc. les cellules ES 
sont reensemencees sur un tapis de cellules nourriciercs. ou sur boites 
gelatinees, de maniere a obtenir une culture secondaire. 

35 
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8 

Les etapes d) et e) peuvent etre repetees plusieurs fois pour avoir 
des cultures tertiaires et successives, 

Le tapis de cellules nourricieres peut etre consiitue de differents 
types de cellules d^crits prec6demment, notamment de cellules STO 
5 mitomycinees ou irradi6es, 

Un autre des objets de rinvemion est une culture de cellules ES 
d'oiseau, ou des cellules ES aviaires, susceptibles d'etre obtenues par le 
procede defini ci-dessus. Une cellule embryonnairc lotipotente aviaire 
modifiee peut etre obtenue par integration du gene codani pour une 

10 proteine heterologue dans le genome d'une cellule ES- aviaire en culture, 
Enfin, un procede dc production d'une proteine recombinantc, 
caracterise en ce qu'on iniegre le gene codant pour ladite proteine dans le 
genome d'une cellule cmbryonnaire totipotenie aviaire en culture esi 
egalement compris dans Tinveniion. 

15 La Demanderesse a mis au point un milieu de culture et des 

conditions de culture in viiro permettani de maintenir en culture des 
cellules d*oiseau qui prescnient des proprieics morphologiques, cinetiques 
et histochimiqucs rappclant celles des cellules cmbryonnaires 
lotipotentes. Ces observations oni etc cffcctuecs aussi bien avec des 

20 cellules derivant de disques blastodermiques de caillc que de poulet. La 
croissancc de ces cellules en culture in vitro est rcnduc possible par la 
misc au point d*un milieu original spccialcmcnt adaptc a la culture dc 
cellules embryonnaircs d'oiscau. On sait que la presence, le mainticn et la 
propagation de cellules totipotentes en culture permeitcnt leur injection 

25 dans des embryons reccveurs. La contribution a la morphogenese des 
tissus somatiques ct germinaux chez les animaux reccxeurs grace a un 
caractere totipotent, peut conduire a Tobtention d'animaux transgeniques. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer Tinvention sans 
aucunement en limitcr la portee. Dans ces exemples, on sc refcrera aux 

30 figures suivantes : 

Figure 1: Effet des combinaisons dc facieurs 

- blastodermes dc caillc, 0.75 bl/m! 

- fond de gelatine 
35 - culture de 3 j 
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9 



Figure 2: effet de I'anticorps anti-acide retinoique (ARMA) 

- blastodermes de caille, 0,75 bl/ml 

- fond avec ou sans gelatine 

- culture de 4 j 



5 



Figure 3: comparaison de differentes cytokines 

- blastodermes de caille, 2 bl/mi 

- fond avec gelatine 

- culture de 2 + 3 j 



10 



Figure 4: Comparaison d'un ensemencement sur gelatine et sur tapis de 
cellules iraitees a la mitomycine C en presence de diff6rentes cytokines 
appaaenant toutes a la meme famille. 



Figure 5: Activiie phosphatase alcaline ct reconnaissance par ECMA-7 

- blastodermes de caille, 1,5 bl/ml 
25 - fond avec cellules STO 

- culture de 2 + 3 j 

Figure 6: Activite phosphatase alcaline et reconnaissance par NC-1 

- blastodermes de caille. 1.5 bl/ml 
30 - fond avec cellules STO 

- culture de 2 + 3 j 

Figure 7 : Animaux chimercs obtenus par injection in ovo dans des 
embryons de cellules mainienues en culture. Cellules injectecs apres 8 ou 
35 10 jours de culture. 



15 



4A: 



blastodermes de caille, 1 + 1,5 bl/ml 
fond avec gelatine 
culture de 3 + 4 j 



4B: 



blastodermes de caille, 1 + 1,5 bl/ml 
fond avec cellules STO 
culture dc 3 +-4 j 



20 



wo 96/12793 



PCT/FR95/01389 



10 



Materiel et methodes 

Preparation des cellules 

Les oeufs de poules fraichement pondus, non incubes, 
5 correspondent au stade X de devcloppement (Eyal Giladi and Kovak, 1976) ; 
les oeufs de caille " C. coturnix japonica" sont egalemeni utilises des la 
ponte et non incubes. 

Le disque blastodermique (3-4 mm de diam^tre pour la poule, 2-2,5 
mm pour la caille) est preleve in I'aide d'une pipette pasteur dans du milieu 
10 complet sans facteurs. Les cellules sont centrifugees a 200 g. lavees deux 
fois dans du milieu afin d'eliminer le maximum de vitellus contaminant, 
resuspendues a raison de 2 disques pour 1 ml de milieu et dissociees 
mecaniquement par passage dans une aiguille de 23 G. Les facteurs soni 
alors ajoutes. 
15 La suspension ccllulaire est deposec: 

- soit sur boites ou puits (Costar) prcalablemeni gelatines (0,2 % 
gelatine, 1 h a t° ambiante), 

- soit sur un tapis de cellules STO prealablement iraitees a la 
mitomycine C (90 min. 37'c, 5 ^g/ml) ci re-cnscmcncees a raison dc 105 

20 cellules / cm 2, 

- soit sur un tapis dc cellules Isolde prcalablemeni iraitccs a la 
mitomycine C (90 min, 37 c. 5 ng/ml) et rc-enscmmcncccs a raison dc 10^ 
cellules / cm 2. 

25 Milieu de culture STO : 



final 



DMENl 



Serum foetal Bovin 



10% 



Penicilline 



lOOU/ml 



Streptomycine 
L-Glutamine 



100 \ig/m\ 



2 mM 
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Milieu de culture Isolde : 

final 

DMEM 

5 Serum foetal Bovin 8 % 

S^rum de poulet 2 % 

Penicilline lOOU/ml 

Streptomycine 100 ^g/ml 

G418 100^g/ml 
10 Hygromycine 50fig/ml . 

Phleomycine 50 ^g/ml 

TBP (bouillon trypiose phosphate) 10% 



Les drogues de selcciion sont ajoutees en eniretien mais enlevees 
15 deux jours avant le traitemeni a la mitomycine C. 

Dans tous les cas, un second ensemencemcni est realise dans les 
memes conditions apres deux jours dc culture. 

Cultures 

20 Les cultures sont incubees a 37 *C ou a 4r C, dans une atmosphere 

controlee en CO 2 (7,5 %) ci lour evolution esi suivic au microscope en 

contraste de phase. Unc addition pariielle (50 %) dc milieu neuf avec les 

facieurs est rcalisec le 3 jour dc cuhurc, puis le milieu csi change tous 

les jours. A chaquc moment, les cellules en croissancc peuvent etre soit 
25 fixees pour etude, soit prelevees pour eire re-ensemencees en culture 

secondaire ou superieure, sur tapis de cellules STO mitomycinecs irradiees 

ou sur boites gelatinees. 

En cas de fixation, les cellules sont lavees en Tris-Glucosc deux fois, 

puis fixees in situ 15 min dans une solution de paraformaldehyde 4 % a 
30 froid (0-4 **C). Apres plusieurs lavages au PBS, differentcs colorations 

peuvent etre realisees selon Tun des protocoles suivants : 
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10 



15 



* detection de Tactivite phosphatase alcaline endog^ne, 

tampon de reaction: NaCl 100 mM 

Tris HCl pH 9.5 100 mM 

MgCl2 5 mM 

NBT 1 mg/ml 

BCIP 0,lm/ml 
H2O 

(temps de lecture, de 5 a 30 min, 37"c) 

** detection de Tactiviie de R-galactosidase exogene 

tampon de reaction: Ferricyanurc de K 5 mM 

Fcrrocyanurc de K 5 mM 

MgCh 5 mM 

X-gal 1 mg/mt 
PBS 

(temps de lecture, de 1 a 2hcurcs , 37^c) 



*** detection par immunoc\ iochimie do la presence d*cpiiopcs spccifiques 
20 (reaction a 4'c) 

blocage on tampon PBS - BSA (1 mg/ml) 
lavage en PBS - BSA 

anticorps primairc 1/ 10^n^c>ou 1/50^"^^ 

anticorps secondaire fluorescent 1/ 50^^^ 

25 la detection est realisce sous microscope inverse a fluorescence. 



Rcpiquagc 

En cas de passage en culture secondaire ou successive, Ics 
cellules sont lavees en Tris-Glucose deux fois, puis incubees 10-30 min dans 
30 une solution enzymatiquc. On peui utiliser unc solution dc collagcnase- 
dispasc (1 mg/ml soil 1 U/ml final) a laqucllc unc solution dc 
hyaluronidase (1 mg/ml final soit 1 U/ml) pcui ctre ajoutcc ; on peut 
egalemeni utiliser unc solution dc pronase a 0,25 mg/ml final. Les cellules 
ou les petiis amas de cellules ainsi isolcs en2> n.atiqucmeni soni lavees en 
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milieu ESA, resuspendus, deposes sur un coussin de milieu de separation de 
lymphocyte de densite (d= 1,077-1,080) et centrifuges 20 min a t' ambiante 
^ 800 g afin de d^barasser les cellules non differenciees de blatodermes des 
cellules du tapis, des ddbris divers et des restes de vitellus contaminants. 
5 L'interface est alors pr6levee, lav6c deux fois en milieu ESA. Le culot 
cellulaire obtenu est resuspendu et dissocie legerement m6caniquement 
avant 'd'etre ensemence sur un nouveau tapis de cellules nourrici^res, 
comme prec^demment decrit. L'equivalent de 6 disqucs blastodermiques 
initiaux est re-ensemencd dans 2 ml. Cette etape de gradient n'est parfois 
10 pas necessaire lors des passages successifs, en fonction de la tres grande 
homogeneite des cultures obienucs. 

Les cellules dissociees peuveni eire deposees sur un gradient 
multicouche de Pcrcoll et centrifugees dans les memes conditions. Les 
interfaces sont alors prelevees, lavees dans un milieu ESA et les cellules les 
15 plus immatures des interfaces supericurcs reensemencees, ou injectees 
dans des embryons recevcurs. 

Congelation 

A Tissue de la culture primaire ou successive, les cellules 
rccuperees dc gradient pcuvcni cire congelces dans un melange constitue 
dc 40 % FBS, 50 % milieu LSA ci 10 % DMSO. Les cellules equivalani a 24 
blastodisques initiaux soni reprises dans 0,5 ml dc milieu ESA, 
resuspendues et 0,4 ml de serum esi ajouic. 0,1 ml dc DMSO est alors ajouic 
tres lentement. La suspension dc congelation csi rcpariic dans des lubes a 
congelation (0,5 ml/tube) ci congelee lentement a -80 'c avant d'etre 
transferee dans I'azote liquidc. 

Resultats 

Un milieu dc base appcle milieu "ESA" pour "l:mbryonic Stem cells 
30 Avian" derivant d'un milieu utilise pour les cellules ES murines a etc 
prepard. 11 presenie la composiiion suivante : 
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Milieu "ESA": 

final 



5 BHK-21 

Foetal Bovine Serum 10 % 

"Serum de poulet 2 % 

Conalbumine 20 ng/ml 

Acide Aminds non esseniiels 1 % 

10 Pyruvate de sodium i mM 

Slock de nucleosides i % 

Hepes (IM) 10 mM 

R-mercaptoethanol 0.2 mM 

Penicilline lOOU/ml 

15 Streptomycine 100 \ig/m\ 

Gentamycine 10 ng/ml 



A ce milieu de base "ESA", des facteurs de croissance ont ete ajouies 
afin de comparer leur contribution respective a la formation dc colonies 
preseniant un caractere morphologique ci biochimiquc inieressant. Leurs 
concentrations soni indiqueps ci-aprcs : 

Additifs: 





stock 


final 


bFGF 


10 ^g/ml 


10 ng/ml 


a-SCF 


SN de Cos trans* 


1 % vol/vol 


lGF-1 


10 ng/ml 


20 ng/ml 


LIF 


SN de Cos trans* 


1 % vol/vol 


IL-11 


10 Kg/ml 


10 ng/ml 


IL-6 


10 ng/ml 


10 ng/ml 


ARMA 


10 mg/ml 


1 ng/nil 


OSM 


20 ng/ml 


20 ng/ml 


CNTTF 


20 ng/ml 


20 ng/ml 
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stock de nucleosides 



5 



adenosine 


80 mg 


guanosine 


85 mg 


cytidine 


73 mg 


uridine 


73 mg 


thymidine 


24 mg 


H2O 


100 ml 



* surnageant de culture de cellules COS-7 transfect6es en expression 
transitoire avec un vecteur d'expression du cDNA du facteur consid6r6. 

10 

Le premier critere utilise pour ^valuer Teffet de ces facteurs et des 
modifications apportdes au milieu a et6 la detection par coloration 
biochimique de Tactivitd phosphatase alcalinc endogdne qui semblc 
specifique d'un certain nombre de cellules lelles que les cellules ES 
15 totipotenies, les cellules precurseurs derivdcs de la lignee germinale et 
certaines cellules differencides, facilement identifiables a leur 
morphologie epithelioide. 

Les cellules des disques blastodermiques sont cnsemencees en 
milieu ESA en presence dc differentes combinaisons de facteurs. Apres 3 j 
20 de culture, les cellules sont fixecs, colorecs ct les colonics positives pour 
Taciivite phosphatase alcalinc (AP+) sont denombrecs. 

L'effet des differentes combinaisons dc facteurs csi represcntc sur 
la figure 1. 

25 Conclusion 

Parmi les facteurs testes, la combinaison du SCF (Stem Cell Factor 
d'origine murine -mSCF- ou aviaire -aSCF-)» du b-FGF (basic Fibroblast 
Growth Factor) et du LIF (Leukemia Inhibitory Factor) donne le meilleur 
nombre de colonies positives pour Tactivite phosphatase alcalinc dans les 

30 cultures avec un accroissemcnt de 2-3 fois par rapport a la presence de 
chaque facteur ajoute individuellement ou deux par deux et par rapport au 
fond» constitue en majorite de cellules faiblement positives et presentani 
une morphologie epithelioide differenciee. 
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II) Effet de Tanticorps anti-acide retinoique (ARMA) 

Les cellules sont ensemencees soit sur boites non traitees, soit 
5 traitees h la gelatine dans du milieu ESA complet avec facteurs de 
croissance aSCF (avian Stem Cell Factor), bFGF (basic- Fibroblast Growth 
Factor)", IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) et LIF (Leukemia Inhibitory 
Factor). L'anticorps ARMA est ajoute a raison de 1 ng/ml final. Les cellules 
el colonies positives pour Tactivite phosphatase alcaline (AP +) sont 
10 denombrees apres 4 j de culture. 

Les resultats sont repr6sentes sur la figure 2. 

Comparativement aux differents moyens decrits comme Tutilisation 
de r6sine ou de charbon, ct testes pour essayer de conirolcr le niveau 
d'acidc retinoique dans Ic milieu, Taddiiion de Tanticorps anti acide 
15 retinoique dans le milieu donne les meilleurs resultats quant a la qualite et 
la quantite des colonies presentes dans les cultures 

Conclusion 

L'addition de Tanticorps anii-acidc retinoique dans le milieu de 
20 culture accroit de facon notable la presence et /ou le mainiicn des colonies 
a activite phosphatase alcaline. 

III) Effet des cytokines 

25 Nous avons voulu verifier si le UF ou d'auires cytokines de la meme 

famille pouvait induire la proliferation des cellules ES chez Toiseau. 

Les cellules sont ensemencees en milieu ESA complet avec facteurs 
de croissance aSCF (avian Stem Cell Factor). bFGF (basic- Fibroblast Growth 
Factor), lGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) en presence d'ARMA (1 

30 ^ig/ml) ct apres addition ou non dc differcntes cytokines de la meme 
famille LIF (Leukemia Inhibitory Factor). IL-ll (Intcrlcukinc 11) ci IL-6 
(Intcrleukine 6). Afin d'accroiire I'adhcsion ci la formation de colonies 
phosphatase alcaline positives ainsi que leur taillc, un second 
ensemencement a lieu 2 jours apres le premier. La fixation, coloration ct 

35 lecture des colonies a cu lieu 3 jours apres le second ensemencement. 
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La comparaison de Teffet des diff6rentes cytokines est representee 
sur la figure 2. 

Conclusion 

5 Le role des cytokines LIF, IHl et IL-6 semble particuli6rement 

prononc6 ei pratiquement Equivalent dans I'obtention de colonies 
positives pour TactivitiJ phosphatase alcaline. 

IV) Role d'un taois de cellules nourricieres 

10 

Chez la souris, la croissance de certaines cellules ES requiert la 
presence d'un tapis dc cellules nourrici^res. L'effei de ces cellules sur les 
cellules d'embryons d'oiseau a 6te teste 

Les cellules sont ensemencees dans un milieu ESA complet avec 

15 facteurs de croissance aSCF (avian Stem Cell Factor), bFGF (basic- 
Fibroblast Growth Factor), IGF-1 (Insulin-like Growth Factor- 1) et 
anticorps ARMA (1 ^g/ml) comparaiivemcnt soit sur un fond de gelatine 
soit sur un tapis de cellules STO traitees a la mitomycinc C comme indique 
dans le paragraphe Materiel et Methodes. Apres trois jours de culture, un 

20 nouvel ensemencement est ajoutc a la culture. I-es cytokines CNTF (Ciliary 
Neuro-Trophic Factor), OSM (Oncostaiin M). LIF (Leukemia Inhibitory 
Factor), IL-11 (Interleukine 11) ei IL-6 (Interleukine 6) sont ajoutees dans 
le milieu aux concentrations indiquees precedcmmeni. 

La figure 4A represcntc la croissance dc cellules sur gelatine en 

25 presence de differentes cytokines. La figure 4B rcpresente la croissance 
de cellules sur un tapis de cellules nourricieres en presence des memes 
cytokines. 

Conclusion 

30 Le nombre de colonics derivant des cellules de blastoderme ei 

presentant une activiie phophatase alcaline est ires nettcmment accru en 
presence d'un tapis dc cellules nourricieres (environ 4-5 fois) avec un 
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maintien entre les deux systemes des meme sensibilit^s vis a vis des 
cytokines ajoutees dans le milieu. Les cytokines LIF, IL-11 et 11-6 
pr6sentent les meilleurs resultats de stimulation de croissance. Dans des 
r6sultats pr61iminaires, il apparait de plus que la combinaison de ces 3 
5 cytokines dans le milieu complet ESA avec facteurs produisent des effets 
cumulatifs tr6s prometteurs quant au maintien et a la proliferation des 
colonies tant avec des cellules derivees de disques blastodermiques de 
caille que de poulet. 

10 V) Carac teristiQues immunocvtochimiques 

Des etudes de rcactivite par rapport a diffcrents anticorps ont etc 
realisees. Les anticorps ECMA-7, SSEA-1 et SSEA-3, specifiques d'un etai de 
totipotence des cellules ES murines sont capables de reconnaitre des 

15 epitopes dans les populations de cellules aviaires, maintenues dans les 
cultures. Pour illusirer ces reconnaissances par les anticorps. des doubles 
marquages aciiviic phosphatase alcaline ci anticorps demontrent que 
toutes les cellules ou les massifs de cellules reconnues par ECMA-7 
presentent une activitc phosphatase alcaline. Cettc propriete a eie 

20 observee avec tous les anticorps utilises a des degrcs divers. 

Les colonies dc cellules phosphatase alcaline positives sont pour 
environ 20 % d'cntrc ellcs marquees par Taniicorps ECMA-7. Cette 
reconnaissance suggere la presence dans ces massifs ei dans ces scules 
conditions de culture dc cellules a caracicrc "ES". Neanmoins, une 

25 heterogeneite dans les massifs phosphatase alcaline positifs suppose des 
degres variables dans Tintensite du caraciere "ES". 

Cette heterogeneite de distribution a etc observee sur des cultures 
primaires. Apres repiquages, la proportion de cellules positives, 
notamment pour ECMA-7, mais egalemcnt pour SSEA-1 et EMA-1, tend a 

30 s*accroitre de fagon tres importante pour obicnir des cultures tres 
homogenes. 

La figure 5 monirc respectivemcni Taciiviie phosphatase alcaline 
et la reconnaissance par I'aniicorps ECMA-7 dc colonics dc cellules issues 
de la culture de blasiodermes de caMle en presence de differentes 
35 cytokines. 
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Les anticorps SSEA-1, SSEA-3, egalement utilises sur des cellules ES 
murines reconnaissent 6galement des cellules aviaires dans les massifs 
phosphatase alcaline positifs. 

Les anticorps NC-1, HNK-1 dirig^s respectivement des Epitopes de 
5 cellules de cretes neurales et de cellules "human natural killer" 
reconnaissent en fait les mSmes Epitopes et ont ete montres comme 
reconnaissant certaines cellules immatures du disque blastodermique de 
poulet. Dans notre systeme, ces deux anticorps reconnaissent la encore des 
cellules dans des massifs a aciivite phosphatase alcaline, 

10 Les resultats avec NC-1 sont representes sur la figure 6. 

Les cellules sont ensemencees dans un milieu nSA complet avec 
facteurs de croissance aSCF (avian Stem Cell Factor), bPGF (basic- 
Fibroblast Growth Factor). IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-!) et 
anticorps ARMA (1 Mg/ml) sur un tapis de cellules STO traitees k la 

15 mitomycine C comme indique dans le paragraphe Materiel et M6thodes. 
Apres deux jours de culture, un nouvel ensemcncement est ajoute ii la 
culture. Les cytokines LIF (Leukemia Inhibitory Factor), IL-11 
(Interleukine 11) et IL-6 (Interleukine 6) sont ajoutees dans le milieu aux 
concentrations indiquees precedcmment. La double coloration, activite 

20 phosphatase alcaline ct detection des epitopes par anticorps est realisee 
suivant les protocoles presentcs precedcmment. 

Par ailleurs, Tanticorps EMA-1 (llahncl and Eddy, 1986) initialcmem 
dirige contre des epitopes presents sur les cellules primordiales dc la 
lignee germinale murine a etc utilise centre ces memcs cellules chcz le 

25 poulet. En testant cet anticorps dans notre systcme dc culture, nous 
pouvons demontrer que EMA-1 reconnait des cellules et colonies de 
cellules presentant touies une activite phosphatase alcaline, 11 a ete par 
ailleurs verifie que cet anticorps EMA-1 ne reconnaissaii les cellules ES 
murines que dans leur etat dc totipotence non differenciec. 

30 Les anticorps ont etc testes soit sur des cultures non differenciees 

obtcnues telles que dccritcs dans Materiel cl Mcthodcs soit sur des cultures 
qui ont 6te traitees a\cc un execs d'acidc rciinoiquc ajoute a la culture 
(10-6 M) pendant au moins 48 heures. Le tableau ci-aprcs indique Tetat de 
reconnaissance par les differents anticorps utilises. 



35 
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10 









Anticorps monoclonal 


Non differenci6es 


Differenci^es 








ECMA-7 


( ( t > 1 




SSEA-1 


M 1 M 




SSEA-3 


■HH- 




TBC-Ol 


1 1 1 1 t 

TT"f TT 




TEC-02 


+ 


+++ 


TEC-03 




-H- 


EMA-1 




+ 


EMA-6 


+++ 


+ 


TRONlA-l 






NC-1 






HNK-1 


M M 


+ 



NC-1 et HNK-1 reconnaisseni les mcmes epitopes 

20 SSEA-1 et TEC 01 reconnaissent les memes epitopes 

II apparait que Tcxpression de ECMA-7 (Kemler et al. (1981)) est la 
plus importante, suggcrani une veritable nature de cellules ES, que TEC-01 
(Draber ei ah (1987)) ci SSEA-1 (Solier and Knowlcs (1978)) reconnaisseni 
les memes epitopes sur dcs cellules non diffcrenciees exclusivemeni. A 

25 I'inverse, Taugmentation d'expression de TEC-02 (Draber et al. (1987)) peut 
dans ce sens indiquer un etat de differenciaiion induit ou spontane. 
L'achevement de ceite perte de nature ES est caracterisee par la forte 
expression de TROMA-1 (Brulei et al. (1980)). present sur les seules cellules 
diffcrenciees. L'ensemble de ces anticorps permet done d'avoir une idee 

30 sur Tetat de differenciation d'une culture. Des anticorps comme TEC-03 
(Draber et al, (1987)) apparaisscnl comme relalivemeni indiffcrents a 
I'etat prononce de differenciation. 
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II est par ailleurs a souligner que jusqu'a present ni ECMA-7, ni 
SSEA-1, SSEA-3. TEC-01, TEC-02, TEC-03, TROMA-1 n'oni fait I'objet de 
publication demontrant la r6activite sur des coupes, des cellules ou tout 
materiel d'origine aviaire. 

5 

Conclusion 

* Parmi les anticorps testes, certains comme ECMA-7 (Kemler et al. 

(1981) ), SSEA-1 (Soltcr and Knowles (1978)). SSEA-3 (Shevinsky et al. 

(1982) ) sont caracteristiques des cellules "ES "murines. Ccs anticorps 
10 reconnaissent des cellules done potentiellement totipotentes dans les 

cultures aviaires. Les memes observations ayant et6 obtenues soit avec des 
cultures de caille soit de poule. D'autres anticorps comme EMA-1 (Hahnel 
and Eddy (1986)). NC-1 et HNK-l (Obo and Balch (1981)) sont connus pour 
reconnaitre des epitopes aviaires (et murin pour EMA-1) de cellules tres 
13 indifferenciees et done aussi susceptibles de reconnaitre un profil de 
cellules souches aviaires. 

VI) Repiquage des cellules 

20 Les cellules de disques blastodermiqucs de caille ou de poulet sont 

ensemencees sur tapis dc jccllulcs nourricicrcs STO, Aprcs differcnis jours 
de culture, les cellules soni rcpiquecs sur tapis dc cellules STO comme 
dccrii en Materiel et mcihodcs. La detection dc cellules ci massifs positifs a 
la fois pour I'activiie de phosphatase alcaline ci pour la colocalisation d*un 

25 marquage par ECMA-7 ou NC-1 suggerc que les conditions de cultures sont 
definies pour maintenir dans les cultures sccondaircs ei tertiaires des 
cellules a caractere totipotent. Le processus dc repiquage assure d'ailleurs 
des apres le premier passage une homogeneitc a I'ensemble de la culture, 
tani morphologiquemeni. que par la detection des differents epitopes. Les 

30 massifs de cellules devienncni tres etendus ci homogenes, caractere accru 
par la grande capaciic dc ccs cellules a sc diviscr rapidemeni. 
contrairement aux cellules differcnciees prcscnics iniiialemeni dans la 
culture primaire. Jusqu*a present, ccs criteres d'identification et de 
caracterisation peuvent eire utilises el detecies pendant au moins 5 

35 semaines apres rensemencemeni. 
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VII) Injection des cellules dans des embryons receveurs 

Les cellules blastodermiques de poulet obtenues en cultures 
primaires ou aprds repiquages successifs peuvent ^tre injectees dans des 
5 embryons receveurs. Afin de visualiser rapidement une contribution 
ph^notypique des cellules du donneur dans un embryon de poussin 
receveiir, les cellules maintenues en culture proviennent d'une souche 
pigmentee et les embryons receveurs d'une souche non pigmentee. Les 
cellules maintenues en cultures sont dissociees et preparees comme decrit 

10 dans Materiel et Methodes selon le meme procedc que pour un repiquage. 
La suspension cellulaire est alors pr6paree a raison de 1 a 3 x 105 cellules 
par ml de milieu ESA. L'oeuf fraichement pondu, non incub6 contenant 
Tembryon reveceur est Icgerement irradie cntre 5 Gy et 7 Gy. Une petite 
fenetre de quelques mm2 est realisee dans la coquille du receveur par 

15 meulage. La membrane coquilliere est decoupee au scalpel et les cellules 
sont injectees a Taide d'un capillaire etire dans la cavite subgerminale du 
disque blastodermiquc dans un volume de 1 a 5 ^a1, ce qui correspond de 100 
a 1500 cellules au maximum. La moyenne des cellules injectees est de 500 
cellules. La fenetre est alors rccouvertc do membranes coquillicres et 

20 scellee. Un morceau de pansement adhesif est applique pour parfaire 
Tctancheite et limiicr ay maximum Tcvaporaiion. Apres 4 jours 
d'incubation dans les conditions optimales. les ocufs sont ouverts et les 
embryons bien developpes sont transfcres dans une coquille plus grande 
et remis en incubation pour finir leur developpement dc fagon 

25 satisfaisante. 

Un certain nombrc d'animaux ont ainsi etc obicnus et monirent un 
taux apparent de chimcrisme, phenoiypiqucmeni detectable par le 
marqueur de plumage utilise et caracteristique de la souche des cellules 
derivant de la souche donneur, variant de 5% a 90%. Ce chimerisme peui 

30 etre obtenu jusqu'a present indifferemment avcc des cellules derivant dc 
cultures primaires, secondaires, tertiaires. II est a noter que les 
pourccntages d'animaux chimeres et les laux de chimerisme de ces 
animaux ne varient pas de facon importante en fonction du temps dc 
culture des cellules injectees. Ceci contribue a souligner la capacitc du 

35 milieu et du procede decrit a maintenir des cellules avec un caractere 
totipotent. 
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Exemple : animal controle non inject^ (Fig. 7A) 

Animal n' 1786-1787 ^ faible taux de chim6risme (5-10%) 
Animal n' 1782-1783 a taux moyen de chimerisme (50%) 
5 Animal n' 1740-1741 k fort taux de chimerisme (90%) 

Ces animaux sont presentes sur les figures 7B 7D. 
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REVENDICATIONS 

L Milieu de culture de cellules embryonnaires lotipotentes aviaires 
5 du type comportant un milieu de culture pour cellules aviaires, caracierise 
en ce qu'il comporte des Elements complementaires dudit milieu de culture 
pour cellules aviaires, lesdiis elements complementaires etant choisis dans 
le groupe comprenani : les cytokines, les facieurs de croissance des 
fibroblastes, les facteurs de croissance analogues de Tinsuline, les facteurs 
10 de croissance des cellules souches. 

et en ce qu'il est substantiellement depour\'u d'acide retinoiquc actif. 

2. Milieu de culture selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
comprend des anticorps anti-acide retinojque (ARMA). 

3. Milieu de culture scion la revendication 1 ou 2. caracterise en ce 
15 que la cytokine est choisie parmi Ic LIP, IL-11, IL-6, CNTP, oncostatine M 

(OSM), et leurs melanges. 

4. Milieu de culture selon Tune des rcvcndications 1 a 3, caracterise 
en ce qu'i! contient au moins une cytokine choisie dans le groupe 
constitue de UF, lL-11, et leurs differenis melanges. 

20 5. Milieu dc culture scion Tunc des rcvcndications 1 a 4. caracterise 

en ce quMl contient un faciqur dc croissance des fibroblastcs qui est le b- 
FGF. 

6. Milieu dc culture selon I'une des rcvcndications 1 a 5» caracterise 
en ce quMl contient un facieur dc croissance analogue dc Tinsuline qui est 

25 riGF-1. 

7. Milieu de culture selon Tune des rcvcndications 1 a 6, caracterise 
en ce qu'il contient un facteur de croissance des cellules souches choisi 
parmi Ta-SCF et le m-SCF. 

8. Milieu de culture selon Tune des rcvcndications 1 a 7, caracterise 
30 en ce qu'il comporte un tapis de cellules nourricicrcs. 
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9. Milieu de culture selon Tune des revendications 1 a 8, caract6rise 
en CO qu'il a la composition suivante : 



BHK-21 

5 Serum foetal de bovin 10% 

Serum de poulet 2% 

Conalb'umine 20 ng/ml 

Acides amines non cssentiels 1% 

Pyruvate de sodium 1 mM 

10 Slock de nucleosides 1% 

Hepes(lM) 10 mM 

p-mercaptoethanol 0,2 mM 

Penicilline 100 U/ml 

Sireptomycine 100 ng/ml 

15 Gentamycine 10 ng/ml 



AdditlTs : 

Final 



20 bFGF de 1 a 20 ng/ml 

a-SCF de 0.5% a 2% voj/vol 

IGF-] de 5 a 50 ng/ml 

LI F de 1000 a 5000 U/ml dc forme purilice 

lL-6 dc 5 a 50 ng/ml 

25 lL-11 dc 5 a 50 ng/ml 
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avec le stock de nucleosides constitue du melange : 
adenosine 80 mg 
guanosine 85 mg 
cytidine 73 mg 
5 uridine 73 mg 
thymidine 24 mg 
H2O 100 ml 

ei SN de Cos representant un surnageani de culture de cellules COS-7 
transfectees en expression iransitoire avec un vecteur d'expression du 
10 cDNA du facteur considere. 

10. Procede de culture de cellules embryonnaires totipotentes 
aviaires (ou cellules ES aviaires), caracierise en ce que : 
a) on met en suspension des cellules provcnant de disques 
blastodermiques d'oeufs non fecondes dans un milieu de culture pour 
15 cellules aviaires comprenant en outre au moins un compose choisi 

parmi les cytokines, les facteurs dc croissance des fibroblastes, les 
facteurs de croissance analogue de Tinsuline, les facteurs de croissance 
des cellules souches, et dans lequel Tacide retinoique est 
substantiellement inactive, 
20 b) on ensemencc un tapis de cellules nourricieres avec la suspension 
obtenue a Tissue dc Tetapp a), 

c) on met les cellules a incubcr pendant unc durcc dctcrminec, 

d) les cellules en culture sont prelevees ct purifices afin dc recupercr des 
cellules ES d'oiscau. 

25 11. Procede selon la rcvendication 10, caracterise cn ce qu'cntre les 

etapes c) et d), on cffcctue unc ou plusieurs additions echelonnees dans Ic 
temps, de milieu neuf identiquc a celui utilise dans I'etape a). 

12, Procede selon Tunc des rcvendications 10 ou 11, caracterise en 
ce que le milieu de Tetapc a) contient les elements suivants : b-FGF, a-SCF, 

30 IGF-1, UF, lL-11, lL-6 ci des anticorps anii-acide retinoique. 



wo 96/12793 



PCT/FR95/01389 



28 

13. Proc6d6 selon I'une des revendications 10 k 12, caracterise en ce 
que le milieu de Tetape a) contient en outre les composes suivants : 

. Serum foetal bovin 
5 . Serum de poulet 
. Conalbumine 

. Acide' amines non essentiels 
. Pyruvate de sodium 
. Stock de nucleosides 
10 . Hepes(lM) 

. ^-mercaptoethanol 
. Penicilline 
. Sirepiomycine 
. Geniamycine 

15 

avec le stock de nucleosides consiiiue du melange : 

adenosine, guanosine, cytidine, uridine et thymidine en solution aqueuse, 

14. Procede scion Tunc des revendications 1 1 a 13, caracicrise cn cc 
20 qu'cnire les eiapes c) ct d), on effcciue Taddiiion de milieu neuf au 3eme 

jour, puis tous les jours. 

15. Procede selon Tunc des revendications 10 a 14. caracicrise en ce 
que Tctape d) est effcctucc par traitemeni cn/ymaiiquc, lavage dans un 
milieu ne contenani pas dc factcur dc croissancc ct cenirifugation. 

25 16. Procede selon Tune des revendications 10 a 15. caracterise en ce 

qu'a Tissue de Tetapc d). on effectue une ctape e) dans laquellc. les 
cellules ES sont reensemencees sur un tapis de cellules nourricieres. de 
maniere a obtenir une culture secondaire. 

17. Procede selon la revendication 15. caracterise en ce que les 

30 etapes d) et e) sont repctees plusieurs fois. 
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18. Procdde selon Tune des revendications 10 k 17, caracteris^ en ce 
que le tapis de cellules nourricidres est constitue de cellules STO 
mitomycinees ou irradi^es. 

19. Culture in vitro de cellules ES aviaircs susceptible d'etre obienue 
5 par le proc^d^ selon Tune des revendications 10 ^1 18. 

20. Cellule embryonnaire totipotente aviaire modifiee, caract6ris6e 
en ce qu'elle peut etre obtenue par integration du g6nc codant pour une 
proteine h^terologue dans le genome d'une cellule ES aviaire en culture. 

21. Animal transgenique obtenu, au moins en partie, a pariir de 
10 cellule embryonnaire selon la revendication 20. 
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